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岡 田 由 恵
グリオ ー マ に お ける 分子生物学的異常の 一 つ を 解 明す るた め に , 腫瘍 の 悪性度 と D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 発
現 と の 関係を 調 べ た ∴ 定量的逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応(r e v er setra n s criptio n-P CR, RT-PC R) 法に よ り , 微量な 標本中の
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aの 発 現量を測定す る こ と が可 能で あ っ た . 対象は , 手術的 に摘出 され た グ リオ ー マ 組
織12例(星状細胞塵 4例 , 退形 成性星状細胞腫 6例 , 膠芽腫 2例), グ リ オ ー マ 培養細胞 4系列お よ び 正 常脳2例 であ っ た . 正
常 脳組織 と比較 して D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R NA の 発現量は∴悪性度 の 低い グ リ オ ー マ で は1 6倍 か ら55倍 . 悪性
度の 高い グ リ オ ー マ (退形成性星状細胞腫お よ び膠芽塵)で ほ8 0倍か ら450倍 と有為 に 上 昇 し てお り , ま た培養細胞 で は450倍以
上 と 著明に 上 昇 して い た . パ ラ フ ィ ン 包唾 した阻織標本 を用 い て 行 っ た D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A に対す る阻
織内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ の 結果で も悪性度 の 高 い グ リ オ ー マ で シ グ ナ ル 強 陽性 の 所見 を認 め た . 以上 二 つ の 方法 で ,
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 遺伝子は悪性度の 低い グリ オ ー マ でも高 い レ ベ ル で発現 して お り , 特に 悪性の グ リ オ ー マ
で は 過剰発現 して い る こ とが 示 され た . こ の よ うな D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過剰発現 は 一 D N Aの 異常な メ チ ル 化を
もた ら し, グリ オ ー マ に おけ る遺伝子不安定性 の 一 役 を担 っ て い る可 能性があ る .
Key w ords glio m a, D N Am ethyltr an sfera se, CpG m ethylatio n, qu a ntitativ e R T-P C R, in situ
hybridiz atio n
動物細胞 の D N A を構成す る 4種頼 の 塩基の うち C G配列を
持 つ シ ト シ ソ の 60 - 70%ほ メ チ ル 化 され て い る こ とが 知 られ て
い る1). こ の C G配列を 持つ シ ヤ シ ン の 5位を 選択的 に メ チ ル
化す る酵素 と して , 哺乳動物で唯 一 知 られ て い る の が D N Aメ
チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ で ある2). メ チ ル 化 を 受けた シ ト シ ソ
は 脱ア ミ ノ 化 に よ り チ ミ ン に 変異 しや すい . また ク ロ マ チ ン 構
造変化 に よ り転写因子結合に影響を及ぼすた め , D N Aの メ チ
ル 化は 遺伝子発現 を抑制す る . さ らに 近年 D N Aの メ チ ル 化 に
よ る遺伝子発現調節 は ゲ ノ ム イ ン プリ ン テ ィ ン グ (母 方由来 と
父方由来の 対立遺伝子が区別 され , 異なる 発現 レ ベ ル を示 す現
象) の 原因と して 注目され て い る3). こ の ように D N Aの メ チ ル
化 に 関 して は様 々 な 生物学的意義が考え られ て い る4 卜lら). 発癌
との 関係に つ い て も , 肺癌, 大腸癌 , 乳癌な どで D N Aの メ チ
ル 化の パ タ ー ン や程 度の 異常 が報告 され , 腫瘍抑制遺伝子や分
化抗原の 発現抑制 との 関連が示唆 され てい る
18ト 29)
臨床的に グ リ オ ー マ と 診断され たも の の 中に は 様 々 な 分化段
階 の も の が 存在 し , 癌遺伝子の 増幅 , 癌抑制遺伝子の 異常や染
色体 の 欠失と い っ た 幾 つ か の 異常 が多段階に作用 し , 腫瘍 の 発
生 ･ 増殖 に 関与 して い ると 考え られ て い る30 卜瑚 . グ リ オ ー マ に
お い ても D N Aメ チ ル 化 の 異常は報告 され て お り (東北大上 野
ら , 佐賀医大福 山 ら , 私信), 遺伝 子 の 変異 や 発現異常 に
D N Aメ チ ル 化 の 異常が関与 して い る可 能性が十分に あ る . 本
研究 で は グ リ オ ー マ に おけ る分子生物学的異常 の 一 端を 解 明す
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A bbre viatio n s :bp, bas e pair; EG F R,epiderm al
るた め に , D N Aメ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に着 目 し , 定 量的
逆転写 一 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反応 (r evers etra n sc riptio n-P C R,
R T-P C R) 法お よび 敵織内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 法 を 用 い ,
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N Aを特異的 に 検出す
る こ と に よ っ て , D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ と グ リ オ ー
マ の 悪性度 と の 関係 を解析 した ,
材料 および方法
Ⅰ . 材 料
1 994年か ら1 995年 の 間に 当科 お よ び関連病院で手術切除され
た グリ オ ー マ 12例を 用い た . そ の 病理観織学的悪性度分類 に つ
い て は , 世界保健機関(W orld Health Orga.nizatio n, W H O) 脳腫
瘍分類(1993年)35)に 従 っ た . 内訳は , 星状細胞腫(astr o cyto m a,
gr ade Ⅱ) 4例 , 退形成性星状細胞腫(a n apla stic astr o cyto ma,
gr ade Ⅲ) 6例 , 膠 芽腰 (glioblastom a, grade Ⅳ) 2 例で あ っ
た . R N A抽出用 標本は手術摘出後速や か に 液体窒素 で 凍結 し,
使用す る まで - 80 ℃にて 保 存 した . 組 織 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 用 標本ほ , 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て 固定後 パ ラ
フ ィ ン 包唾 した . ヒ トグ リ オ ー マ 由来 の 細胞株 と して U 87 M G,
U 251 M G, U 373 M G, T 98 Gの 4種頼 を使用 した . 各細胞 の 培養
に ほ , 1 0 %(v/v) 牛 胎児血 清 (fetal bo vin e s er u m, F B S)
(GIB C O, Gr a nd Isla nd, N Y, U S A), 0.3mg/ml グル タ ミ ソ (日水
製薬 , 東京), 100 U/血 ペ ニ シ リ ン (和光純薬, 大 阪), 1 00鵬/
growth fa ctor; G 3P D H, Glyc eral dehyde-3-phosphate
Dehydroge n ase; L O H, loss of hetero zy go sity ;P B S, phosphate-bufferd salin e; R T, r e V e r Se tr a nSCriptio n;
S S P E, S alin e s odiu m phosphate ethylen edia min e tetr aac etic a cid; T BS, tris-buffered s alin e; T NE,
Tris- H CトNaCトE D T A; W H O, WorldHe alth Organizatio n
グリ オ ー マ に お ける D N A M Tas e発現
血 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (和光純薬)を含 ん だ ダ ル べ ッ コ 改変
イ ～ グル 培地(Dulbe c c o
'
s m odified Eagle m ediu m, D M E M)(日
水製薬) を用 い , 5% C O 2濃度, 37 ℃の 条件下で培養 した .
対照 と して ほ ‥ 脳腫瘍以外の 手術で得 られた正 常脳組織を用
い た .
Ⅱ . R T-P C R反応
全 R N A ほ IS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東京)を用い て の 抽 出
し , R T-P C R反応 は Gen eAm p T her m ostable rTth Re v ers e
Tra ns cripta seP C R キッ ト (Perkin-Elm er Cetu s. Ne w York,
US A) を 用 い て 行 っ た . 反 応 に は 遺伝 子増幅装置 A S T E C
P C-800(サ イ メ デ ィ ア , 東京)を 使用 した . ヒ ト D NA メ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ cD N Aの 塩基配列 2)よ り セ ン ス プ ラ イ マ ー
と して 5
'
-T A GAGT G G A A T G G C A G A T G-3
'
(35 ト370), ア ン
チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と して 5
'
-G C G G T C T A G C A A C T C G T T-
C T-3
'
(627一 朗6) を設計 した . 合成 は 日 本 バ イ オ サ ー ビス (埼
玉)に 依託 した . グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー3- リ ン 酸塩脱水葉酸素
(glyc er aldehyde-3-Pho sphate dehydr oge n as e, G 3P D H)の プ ラ イ
マ ー ほ 市 販 の も の (C L O N T E C H Labor atories, Palo A lto,
U S A) を 使用 した . そ の 塩基配列 は セ ン ス プ ラ イ マ ー は
5
'
-A C C A C A G T C C A T G C C A T C A C-3
'
(586- 05), ア ン チ セ ン ス
プ ラ イ マ ー は 5
'
一T C C A C C A C C C TGTT G G C T G T A-3
'
(101 8-
1037) で あ っ た . P C R反応の 温度条件は , 94 ℃で 1 分間 , 60 ℃
で 2分間の 2ス テ ッ プ を 1サ イ ク ル と した . mR N Aの 発現量
を定量す るた め に , 各試料 に つ き反応 サ イ ク ル 数 が 5 , 1 0,
乱 20, 25, 30の も の を作成 した .
Ⅲ . サ ザン プロ ･ ソ ト分析
サ ザ ン プ ロ ッ トの た め の プ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは ,
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に 対 して ほ 5
'
-T A G C C C CA-
G G A T T A C A AG G A A A G C A C C A G-3
'
(456-485), G 3 P D Hに
対 して は 5-T C T C C T C TG ACT T C A A C A G C G A C A C CCA C T-
3
'
(3388-3417) を設計 し, 合成は 日 本バ イ オ サ ー ビ ス に 依託 し
た
.
プ ロ ー ブ D N A O.1p g に 対 し 2m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ,
0･1 M カ コ ジル 酸ナ ト リ ウ ム (pH 7.0), 50pCi[α-32P] デ オキ シ
シ チ ジ ン 三 リ ン 酸(Am ersha m, Ba ckingha m shir e, U K), 1 0単位
タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レオ チ ジル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び
滅菌蒸留水を加え て 全量 20〟1 と し , 37 ℃に て 2時間反応 さ せ
3
'
末端を 標識 した 後 , 80pl の 1 0m M ト リ ス 塩酸 (Tris-H Cl)
(pH7･5)-1 00m M 塩化 ナ ト リ ウ ムー Im M E D T A(T N E)を 加え ,
Sephade x G-50(Phar m a cia, Up ps ala, Sw ede n) に て ゲ ル 濾過
し , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に 使用 した .
増幅後の D N Aを 2%ア ガ ロ ー ス ゲル に て 電気泳動 し , ナ イ
ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Hybo nd-N
+
) (Am er sha m) に 転写
し, 紫外線 に て固定 した . つ い で フ ィ ル タ ー を 5 × 食塩 - リ ン
酸ナ ト リ ウ ム ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸液 (saline s ｡di｡ m
Pho sphate ethyle n ediamin etetr aa c etic a cid, S S P E), 5 × デ ン
ハ ル ト液(0.1% ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ドン , 0.1%ウ シ ア ル ブ ミ
ン ∫ 0･1% フ ィ コ ー ル), 0.5 % S D S, 20FLg/mI変性 サ ケ精子 D N A
(和光純薬) か ら なる溶液で55℃ , 1 時間 プ レ ハ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン した 軋 標識 プ ロ ー ブ液 0.4 %(Ⅴ/v)を 加え て55 ℃, 16時
間の ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ソ 軋 フ ィ ー ル タ ー を 2×S S P E, 0.1 %(w/v)S D Sで室軋 10
分軋 1×S SP E, 0.1 %(w/v)SDS で55 ℃, 15分 軌 1×SS P E,
0･1 %(w/v)S DS で55 ℃, 10分間洗浄 し , バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ
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イ ザ ー F UJI X B A S 2000(富士 フ ィ ル ム , 東京)に て放射活性を
測定 した .
Ⅳ . 組織 内ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
1 . プ ロ ー ブの 作成
R T-P C Rに よ り増幅 した D N Aメ チ ル ト メ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ cD N Aを 精製 し , pG E M- T ベ ク タ ー (Pr om ega,
Madis o n, U S A) に ク ロ ー ン 化 した . オ ー ト シ ー ク エ ソ サ ー
(A L F D N A Sequ e n cer, P har m a cia)で塩基配列を調 べ , 正 しい
方向に 目的の 配列が欠損なく挿入 され て い る こ と を確認 した .
R N Aカ ラ ー キ ッ ト(Am ersha m)を用 い て D NA メ チ ル ト メ チ
ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N A に対す るセ ン ス およ び ア ン チ
セ ン ス R N A プロ ー ブを 合成 し , 蛍光標識さ れ た デオ キ シ ウ リ
ジ ン 三 リ ン 酸で 標識 した .
2 . 切片の 作成と 前処理
4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド入 り リ ン 酸緩衝食塩水(pbo sphat-
e-buffer eds alin e, PB S)(pH7.2)で 4 ℃固定後 , パ ラ フ ィ ン 包唾
した ブ ロ ッ ク を ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て 厚 さ 4〟m に 薄切 し , あ
らか じめ ポ リー し リ ジ ン (和光純薬)で コ ー テ ィ ン グ して お い た
ス ラ イ ドグ ラ ス に 張 り付け37℃ で 乾燥 した . 乾燥 した 切片を キ
シ レ ン で 脱 パ ラ フ ィ ン 後, エ タ ノ ー ル 系列を 通 し P B Sで 洗浄
後 , 1恥g/ml プロ テ ア ー ゼ K(宝酒造, 大津)で37 ℃, 20分処理
した ･ 次 に 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド入 り P B S で再 び固定 し ,
0･2 M 塩 酸 で 1 0分間 , 0.1M トリ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 一 塩 酸
(pH 8.0)で 1 分間, 0 .25% 氷酢酸入 り 0.1 M トリ エ タ ノ ー ル ア ミ
ン 一 塩酸 で1 0分間処理 し , エ タ ノ ー ル 系列 で 脱 水後 , 風 乾 し
た .
3 . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
85 ℃, 3分処理 した標識済み プ ロ ー ブを 500ngル1 に な る よ
う に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝 液(Am er sha m)に 希釈 し , 切
片 の 上 に の せ60 ℃, 16時間 , 湿箱 中で ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
を 行 っ た .
4 . 洗浄
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗浄 は , ま ず50% ホ ル ム ア ミ ド
入 り 2× S S Cで 50℃ , 3 O分行 っ た 後 , 10m M ト リ ス 塩 酸
(pH 7･5)T500m M 塩化ナ ト リ ウ ムー 1m M E D T Aで37 ℃, 1 0分行
い
, 次に R N A分解酵素(ribo n u cr e a eA, 宝酒造)10FLg/ml入
り T N Eで37 ℃, 30分行 い , 再 び T N Eに 37 ℃, 1 0分戻 し た
後, 最後 に 2×SS C で50 ℃, 20分1 臥 0.2×S S Cで50 ℃, 20分
2回行 っ た .
5 . 発色
ま ず 1 00m M ト リ ス 塩 酸(pH 7.5)-400m M 塩化 ナ ト リ ウ ム
(tris-buffer ed s aline, T B S) に 5分間な じま せ た 軋 0.5 %(w/
V) ブ ロ ッ キ ン グ溶液(Am er sha m)入 り T B Sで 室温 , 1 時間ブ
ロ
ッ キ ン グ し, 再び TBS に 5 分間な じ ま せ た 後 , 0.5 %(w/
V) 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e ser u rn albu min, B S A)で1 000倍希
釈 した 抗体(anti-flu or e sc ein alkalin ephosphatas e c o njugate)
(A m ersha m)を の せ ∴ 湿箱中で 1時間反応さ せ , T B S で洗浄 し
た . 次に 発色用緩衝液(1 00m M トリス 塩酸(pH g.5),100m M 塩
化ナ トリ ウ ム , 50m M 塩化 マ グネ シ ウ ム) に 5分間な じませ た
軋 ニ ト ロ 青テ トラ ゾ リ ウム (nitroblu etetr a zoliu m, N B T)と ブ
ロ モ ク P■ロ イ ソ ド キ シ ル リ ソ 酸(5-br o m o-4- Chlor o-3-in do xyl
pho spate, B CIP)を 発色緩衝液で希釈 した発色液を の せ 斜光湿
箱中で24時間反応 させ た . 最後に蒸留水 で反応を止め ,･メ チ ル
グ リ ー ン で 核染色を行い , グ リセ リ ン ーP王3Sで 封入 した . 封入
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後速や か に 検鏡 , 撮影 した .
成 績
Ⅰ . RT -PC R による 解析
1 . ヒ ト グ リオ ー マ 由来培養細胞 U 251 M G よ り抽出 した 全
R N Aに 対 し R T- P C Rを 行 い 反応条件 の 検定を行 っ た . 反応産
物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に電気泳動 した 結果, D N Aメ チ ル ト ラ ン
ス フ エ ラ ー ゼ で は2 9 6塩基対 (ba sepair, bp), G3 P D Hで ほ
452 bp の 目的と す るバ ン ドが検出され た . 各 バ ン ドに 対す る長
さ 20bp の プ ロ ー ブ を用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 , D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ⊥ ゼ お よ び
G 3P D H ともに 増幅 D N A断片が単 一 バ ン ドと して検出され た .
検出さ れた増幅 D N A断片を , 相補結合 した プ ロ ー ブ D N Aの
放射活性を測定す る こ と に よ っ て 定量 した . 図1 ほ D N Aメ チ
ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ に対す る プ ラ イ マ ー で R T-P C Rを 行 い
反応産物を定量 した 場合の , 反応 サ イ ク ル 数依存性 を見たもの
で ある . 横軸 に 反応 サ イ ク ル 数 , 縦軸 に増幅産物 の シ グナ ル 強
度を プ ロ ッ ト して あ る . 図に示す と お り増幅反応は25サ イ ク ル
ま で は 直線的に進行 し , 25サ イ ク ル 以 上 で は プ ラ ト ー に 達 し
た . 次に グリ オ ー マ 切除標本 よ り 抽出 した 全 R NA に 対す る
R T-P C Rを , 増幅反応が直線的に 進行す る と考え られた15･ 20
･ 25サ イ ク ル に て 行 い , 3例に つ い て グ ラ フ に した もの が 図 2
で ある . 図 に 示 す如く15 から25サ イ ク ル の 間で ほ 増幅反応ほ直
線 を描き , そ の 傾 きは サ ン プ ル に よ らず 一 定 で あ っ た . 手術的
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Fig.1. Qu a ntitativ e r e v er setr a n s criptas e-pOlym er a s e chain
reactio n (R T-P C R) a n alysis of D N Am ethyltr a n sfer a s e
m R N A forthe determ inatio n of the e xpo n e ntialr a nge of
CyCle n u mbe rs. A11seque ntial cycle s w ereinitiated with
200ng of total R N A fr o m U 251M G glio m a c els. (A)
Autor adiogr a m s of So uther nblots perform ed o n R T-P C R
pr odu cts with 5-40 clycles. (B) Sign al inte n sitie s of
R T-P C Rprodu cts are expr ess ed a sthe arbitr ary logarithm
V alu e s of inte n sity ofr adio a ctivity a nd plotted again st the
n u mber s of a mplifc atio n cycle s. Radio a ctivites of
hybridiz atio n ba nds w er e m e a s u red with a s Fuji B A l OO




に 摘 出され た グ リ オ ー マ 12例 の 腫瘍組織 , ヒ ト グリ オ ー マ 由来
培養細胞 4種類 , 正 常脳 2例 よ り抽出 し た 全 R N Aに 対 し
R T-P C Rを 行 い , D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び
G 3P D Hの ` m R N Aの 発現 を検討 した . 図3 ほ1 D N Aメ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ お よ び G3 P D Hに 対す る プ ラ イ マ ー を用 い ,
R T-P C R反応 を20サ イ ク ル 行 っ た 後 , 各 々 に 対す る特異的 プ
ロ
ー ブ を用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グを 行 っ た 結果で ある . サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ に よ り全 例 に お い て G 3P D Hの rnR N Aに
由来す る4 52塩基対の 増幅 D N A断片が検出され た . D N Aメ チ
ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N Aに 由来す る29 6塩基対の 増幅
D N A断片 ほ 1 - 5 お よ び1 7, 18 で は わず か し か 認 め られ な
か っ た が , 全例に お い て 検出 され た . こ こ で D N Aメ チ ル ト ラ
ン ス フ エ ラ ー ゼ の m R N Aに 由来する増幅 D N A断片 の 放射活
性 を直接比較す る こ と ほ , 鋳型に 用 い る全 R N A量 の わ ずか な
誤差が R T-P C R とい う手法 で増幅 され ると い う理 由で 正 確 さ
を欠くの で ▲ 補正 比較の 方法と して , どの よう な阻織 で も 一 定
の 発現 レ ベ ル を 保 っ て い る G 3P D H をコ ン ト ロ ー ル と し て 用
い , G 3P D Hに 対す る D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 比 を
算出 し, そ の 値を 比較検討 した . 検出 され た 断片 の 放射活性を
測定 し, 各 サ ン プ ル に つ い て G 3 P D H に対す る D N Aメ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 放射活性比を求め た結果が蓑 1 である . 正
常脳 で ほ DN A メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aの 発現量ほ
G3 P D Hめ1000分 の 1 しか発現 して い な か っ た が , グ リ オ ー マ
で は 悪性度 の 低 い 星状細胞歴(a str o cytom a, W H Ogr ade I)で
ほ G 3P D Hの5 0分の 1 から20分 の 1程度 , 悪性 度の 高い 退形成
性星状細胞腫 (a n apla stic a str ocyto m a, W H Ogr ade Ⅲ)や 膠芽
歴(gliobla sto m a, W H Ogr ade Ⅳ)で は G 3 P D Hの 5分の 1か ら
4倍以上 と , 正 常脳組織 の16倍か ら450倍に 上 昇 して お り , し
か も悪性 の も の ほ ど D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A
の 発現が 高い 債向に あ っ た . また 培養細胞で は D N Aメ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ mR N Aの 発現量は G3P D Hの 4倍以上 , な
か に は30倍もの 高値 を示 すも の もあり , 過剰発現を認め た . こ
れ は 正 常脳組織 と比較す る と4 50倍以 上も の 高値 で あ っ た .
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Fig.2. Qu a ntita,tiv e r e v ers etr a n sc ripta se-pOlym er a s e chain
r ea ctio n (R T-P C R) a n alysis of D N Am ethyltra n sfer as e
mR N A Ie v elsin su rgic al spe cim e n sfr o m3 patie nts. (A)
Autor adiogra m s of So uther nblots perfo r m ed o n R T-P C R
pr odu cts with 15-25 cycle s. (B) Sign al intersitie s of
R T-P C Rpr odu cts ar e e xpre ss ed a sthe arbitra rylogarithrn
V alue s of inten sity of radio a ctivity a nd plotted against the
n u mber s
,
Of a rnplific atio n cycle s. Radio activite s of
hybridizatio n ba nds we re m e asu r ed with a Fuji B AlOO
BioIm age a n alyz er a nd de s cribed in arbita ry u nits (A U)
per m m
2
: ⑳, C a S el; × , C a S e2; ○, C a S e3.
グ リ オ ー マ に おけ る D N A M Tase 発現
grade Ⅲ 以上 の 退 形成性星状細胞腫お よ び膠芽應 を悪性 と し
て 2群に 分け , D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aの 発現
量と悪性度と の 相関を検討 した結果 t 有意差を認 め た 個 4).
Tab lel･ Sa mplelists and relativ e a mo u ntof D N Am ethyト
tr an Sfbr ase(M Tase)m R N A
Relative a m o un t of
D N AM Tas e mR N Ae)
G lio m a

















Glio m a c ell lin e




















































T98 G 4.95 5
U 2 5 1 MG 7,65 2




B o.0 0 Ⅰ
a)W orld Health Orga nizatio n(W H O)classi nc ation .
b),d)Cas e n u mber.
C)N am e Ofc e11 1 ine.
e)TTlerelative a m o u nt of D N Am ethyltran sftras e mR N Aw as
an alyzed by qu antative re v ersetr ans cnpta sepcR m ethoda nd
Standardiz ed bythe a m o u nt ofglyceraldehyde3-phoshatede-
hydrogen as e mR N Aas anintem alcontrol.
1 2 3 ヰ 5 6 78 9 10 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6け 8
Fig･3･ Autor adiogr a m sof So uthern blots perfor m ed o n
re V e rS etr a n scriptas e-pOlym er as e chain r e actio n(R T-P C R)
pr odu ctsfr o m200ng of totaIR N A fr o m s u rgic alspe cim e-
nts a nd c ultur ed glio m a c ells･ Ea ch sa mple w a_S tr a n SC rib-
ed and a mplified by 20cycles of PC R. Up perla n es a re
296 bas epair (bp)fr agm e nts of D N Am ethyltra n sfer as e
m R NA a nd lo w erlan e s a re452 bp fr agm e nts ofglyc erald-
ehyde 3-Pho sphate dehydroge n a s e(G 3P D H) a s a ninter n al
C Ontr ol:1a n e sl-12, the lan e n u mbers a rethe s a me as the
glio m a ca se n u mberslisted in Table l;la n e13, U 373M G
gliom a celllin e;1a n e14, T 98G glio m a c ell lin e; 1a n e15,
U 251M Gglio m a c el1 1in e; 1ane 1 6, U 87 M Gglio m a c ell
lin e; 1a n e17】 n Or m al hu m a nbrain c a s eA; Ia n e1 8,
nOr m al hu m a nbrain c a s eB .
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Ⅲ . 組織内ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン
R T-P CR に よ る半定量の 結果 と 一 致 し て , 悪 性の も の で ほ
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ mR N Aに 対する 組織内 ハ イ




















Nor m al brain Grad0 11 Gra(始 ‖ & lV
(n=2) (n=4) (n= 8)
Fig･4･ Com paris o n oftu m orgrade a nd D N Am ethyltr ans-
fe ra s e rnR NA e xpr e ssion. T he r elative a m o u nt of D N A
m ethyltra n sfer as em R N Aw er e a n alyzed by qu a ntative
re v ers etr a n s criptas e-POlym era se chain re a ctio n(R T-P C R)
m ethod a nd standardized by the a m o u nt ofglyc er aldehyde
3-phosphate dehydroge n as e(G 3P D H) m R N Aas a ninter n al
C O ntrOl･ Malign a nt gr ading is a c cording to the cla ssifト
C atio n deter mined by the W orld He alth Orga niz atio n.
Colu m n s, m e anV alu es of e a ch gr o up ;bar s, SD; *, P<0.05
by T-te St.
Fig･ 5･ In situ hybridiz ation with antis e n s eR N Aprobefor
D N Am ethyltr a n sfera s e mR N A ingliobla sto m a.. Positiv e
hybridizatio n is se e nin tu m o r c ells (arr o w). ◆Origin al
m agnificatio n, ×400.
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考 察
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ほ , DNA の シ ト シ ソ 残基を
5一 メ チ ル シ ト シ ソ に メ チ ル 化す る酵素 で ある2). しか も こ の シ




と い うパ リ ソ ド ロ ー ム 配列を
形成する相補鎖 D N Aの シ ト シ ソ に 限られ て い る . 哺乳動物で
は 約 5 ×10丁個の C G配列 が存在する
4)が , こ の C G配列中の シ
ト シ ソ の 約60%が メ チ ル 化 されて い る と い わ れ て い る
1)
. 脊 椎
動物の CG 配列 ほ , ゲ ノ ム の 中できわ め て 不均 一 に 分布 して お
り , C G島と呼ぶ 長 さ10 0 から2000塩基対の 特定 の 領域 に , 平
均 の10 から20倍 の 密度 で 存在す る5). C G島ほ い わ ゆ る ン､ ウ ス
キ ー ビ ン グ遺伝子 (ho u seke eping ge n e, 細胞の 存 在に 不可 欠 な
多数の 蛋白質 を コ ー ド し, そ の た め ほ とん どの 細胞 で 発現 され
る遺伝子)な どの 遺伝子 の 5
'
上 流プ ロ モ ー タ ー 周辺 に あ る . こ
の プ ロ モ ー タ ー 部分 の C G配列の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 は t ク ロ
マ チ ン の 構造変化をもた ら し た り , 転 写因子 の 接近 を 阻害 し
て , 遺伝 子発現を抑制す ると 考え られ て い る
6ト 10)
. した が っ て
メ チ ル 化の 程度 の 低 い C G島を 5
'
上流 に 持つ 遺 伝子は転写発
現され , 一 方 C G島の シ ト シ ソ が過 剰に メ チ ル 化 さ れ て い る遺
伝子の 発現は抑制 され る . こ の よ うに メ チ ル 化の 軽度を変化 さ
せ る こ と で , ある種 の 遺伝子 の 発現 は調節 されて い る ら しい .
た と えば発生途中で は , 受精後 一 旦 ゲ ノ ム 全体が 脱メ チ ル 化さ
れ た後 , ハ ウ ス キ ー ビ ン グ遺伝子以外の 多くの 遺伝子は新た な
メ チ ル 化受ける . そ の 後再び各遺伝子に 固有 の 覿織 ･ 時期特異
的メ チ ル 化 パ タ ー ン を 獲得す る11). D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ を ノ ッ ク ア ウ ト した変異 マ ウス が胚発生中期 に 致死 とな
る こ とも , D N Aメ チ ル 化 に よ る遺伝子発現調節機構 が , 発 生
過程 で重要な役割 を果 た し て い る こ と の 反 映 と 考え られ て い
る
3)
. ま た , メ チ ル 化 され た シ ト シ ソ は 脱 ア ミ ノ 化 に よ り チ ミ
ン へ の 突然変異を起 こ しやす い 馴 ). 例 えばある種 の 癌 で ほ , 癌
抑制遺伝子 p53の 点突然変異の80%が C G配列の シ ト シ ソ か ら
チ ミ ン へ の 変異で あ り , D N Aメ チ ル 化に よる遺伝子発現異常
の 機序 の 一 つ と し て 注 目 さ れ て い る
1刷5)
. 癌細 胞 に お け る
D N Aメ チ ル 化の 異常 は これ ま で に も報告 され て い た が , 近 年
に な っ て ゲ ノ ム イ ン プ リ ン テ ィ ソ グ (父 方由来 と母 方由来 の 対
立 遺伝子が区別 され , 異な る 発現 レ ベ ル を 示 す現象) に D N A
の メ チ ル 化が 関係 して い る こ と が 明らか に な り8), そ の 遺伝子
発現調節機序 の 研究が再び注目 され る ように な り , 詳細な 検討
がな され始 めて きた . 文 献的 に C G配列の シ ト シ ソ の メ チ ル 化
充進が報告され て い るもの ほ , 大腸癌お よ び卵巣癌 の 染色体17
番短腕l針
～ 川)
, 肺癌の 染 色体17者短腕お よ び 3番短腕と カ ル シ ト
ニ ン 潰伝子1 8)1㌔ リ ン パ 腫 の カ ル シ ト ニ ン 遺伝子1 9)20), 乳癌 の エ
ス ト ロ ゲ ソ 受容体遺伝子 の C G島21)狗 , 網膜 芽細胞腫 の 癌抑制
遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 部分
23)な どで ある . 新 しい 細胞周期抑制
遺伝子と して注目されて い る CDKN2/p1 6/M TS l遺伝子 に関
しても , 種 々 の 癌細胞 で C G島の メ チ ル 化 と p1 6遺伝子 の
m R N A発現抑制が報告 され て い るZl 卜 28). ま た グ リ オ ー マ に お い
て ほ , グリ オ ー マ の 分化抗原の 一 つ と考え られ悪性度 が高 い ほ
どそ の 発現が低下す ると考え られて い る神経膠原線維性酸性蛋
白(glialfibrialy acidic protein , GFA P)の プ ロ モ ー タ ー 部分 の
C G配列で シ トシ ソ の メ チ ル 化充進が明らか に されて い る (佐
賀医大福山ら, 私信). こ の ような腫瘍細胞に お ける痛抑制遺伝
子や分化抗原の プ ロ モ ー タ ー 部 分 の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 先進
は , そ れらの 遺伝子発現 の 抑制をもた らすもの で あり , 癌化 の
メ カ ニ ズ ム の 一 端を 担 っ て い る もの と考 え られ て い る . それ と
同時に C G配列で の シ ト シ ソ の メ チ ル 化 を触媒す る酵素である
DNA メ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ もい く つ か の 腫瘍 で過剰発現
して い る こ とが 報告 されて い る . 1 98 6年 に は Ka utin ain e nら
が , 培養細胞に つ い て の 調べ た と こ ろ , 腫瘍細胞で ほ 非腫瘍細
胞 に 比 べ D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 活性 が 4 倍か ら
300 0倍も高 い も の が あ っ た こ と を 報告 し て い る
2T)
. そ の 後
Baylin ら は大腸癌に お い て , 正常 大腸粘膜 ･ 腺魔性 ポ リ ー プ ･
癌鼠織 の D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aレ ベ ル を比
較 した と こ ろ , 悪性度 に 比例 して D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ mR N Aの 発現が 上 昇 して い る こ とを 見 い 出 し た 珊 . ま
た こ の mR N Aの 発現量が D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の
酵素活性 と比例 して い る こ と は 同グ ル ー プ に よ っ て既 に 証明 さ
れ て い る
29)
. 今 回著者 ら は グ リ オ ー マ の 手術摘出組織 に お け る
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ mR N Aの 発現 レ ベ ル を 定 量
的 R T-P C R法 に て 測定 し,.腫瘍 の 悪性度と の 関係を 検討 した
結果, グ リ オ ー マ に おけ る D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
m R N Aの 発現量ほ悪性度 の 低 い も の でも正 常組織 と比較す る
と増加 して お り , また 腫瘍 の 悪性度に相関 して増加 してい る こ
とが 判明 した . 定量的 R T-P C R法 は ▲ 微量の 標本か ら抽出 した
全 R N A から , ある遺伝子 の 発現量を間接的に 測定 でき る方法
であ り, 特 に 本研究 の 脳腫瘍標本の よ うに , 場合 に よ っ て は ご
く わ ず か な 標本 しか 入 手 で き な い 時 に は 有用 な方法 で あ
る抑
､ 33)
. D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 遺伝子 ほ染色体第1 9
番 に 存在する2)34). そ の cD N A配列は マ ウ ス の も の が Be sto rら
に よ っ て1 988年 に 決定 され 錮), 続い て1 992年 に ヒ ト の cD N A配
列が Baylin らの グ ル ー プ に よ っ て 決定 され た2). D N Aメ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ が C G配列の シ ト シ ソ を メ チ ル 化す る こ とに
よ り遺伝子 の 発現調節 を して い る こ とほ 以前よ り 明 らか で あ っ
たが , D N Aメ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 自信の 発現調節機構や ,
本酵素と 発癌の 関係お よ び 腫瘍 に お け る 働き は ま だ 一 部 が わ
か っ た 程度で あ り, そ の 全容ほ 解明 され て い な い 38 卜 39). そ もそ
も D NA メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ は D N Aの メ チ ル 化 を維持
す るた め の 酵素で ある か ら, そ の 遺伝子の 発現は細胞 周期 に 依
存 して お り , 細 胞増殖 が盛 ん で あれ ば そ の 発 現 は 促進 さ れ
る40)41). よ っ て 細胞分裂能の 高い 悪性の グ リ オ ー マ で , 本酵素が
ある程度増加 して い る の ほ当然 の こ とか も しれ な い . しか しな
が ら本酵素の 発現畳増加 の 程度 は腫瘍 に よ っ て 様 々 で , わ ずか
の 増加 しか 示 さない もの か ら著明に 増加 し て い る もの ま で あ
り
21)2T)各腫瘍の 増殖能 と特 に相関関係 の 認め られ な い こ とか ら ,
単 に増殖能の 差の み を反映 して い る だけと は 考え られ な い , 更
に 正 常大腸粘膜の よ うに 細胞分裂 が非常に盛ん と 考え られ る観
織 に おけ る本酵素の 発現量ほ ごくわ ずか で , 腫瘍細胞 の 比 では
な い こ とも知 られて い る 抑 . また , 本酵素 の 発現量 の 増加 と腫
瘍の 悪性度との 相関が明 らか に 示 され た の は , 現在ま で の と こ
ろ Baylin らの 報告 した 大腸癌
28)2g) と本研究の グ リオ ー マ の みで
ある . 本研究で ほ い く つ か の 症 例に つ い てほ 増殖中の 細胞 に 見
られ る核抗原 K ト67 に対す モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 で ある M IB-1
の 陽性率も調 べ , D N Aメ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aの 発
現量 と比較 した が , 必ず しも正 の 相 関を示すわけで は か っ た .
ま た M IB-1 陽性細胞を ほ と ん ど認 め な い も の で も 正 常脳 と比
較す る と 明らか に D N Aメ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ mR N Aの
発現量 は増加 して い た が , これ は腫瘍 の 初期に お け る変化の 一
つ かも しれ ない . 臨床的 に グ リ オ ー マ と 診 断 され た も の に も
グリ オ ー マ に おけ る D N A M Tas e発現
様 々 な悪性度 ･ 分化度の もの が 存在する . W H O分類35) で は 4
つ の gr ade に 分類 さ れ て い る . 一 般 に 膠 芽鷹 (W H Ograde
Ⅳ) は , 最初か ら悪性 の も の と して 発生 した もの と , 退形成性
星状細胞腫(W H Ograde 皿)や 星状細胞腫(W H Ograde Ⅱ)か
ら悪性化 した もの が ある と考え られ て い る . 一 方 , 同 じ星状細
胞に起源を持 つ も の でも , 毛様性星状細胸臆(W H Ogr adeI)の
悪性化は稀である と言わ れ て い る
42)
. ま た , グ リ オ ー マ ほ 分 子
生物学的に も様 々 な遺伝子異常 を呈 す る . 頻度の 多い 遺伝子 異
常と して ほ , 痛抑制遺伝子 p53変異や欠失 , 染色体 17p ･10･ -
9p ･1 9q の ア レ ル の 欠失(los s of heter ozygo sity, L O H)や 上 皮増
殖因子受容体(epider m algro wth fa cto r re c epto r, E GF R) 遺伝




の 異常を 腫瘍 の gr ade 別に整理 す る と , p53の 異常 や 17p の
L O H ほ比較的早期 に 起 る ら しく , 10 や 9p の L O H は退形成性
星状細胞腫か ら膠芽腫に 悪性化す る段階で , ま た E G F R遺伝
子 の 増幅は膠芽腫形成の 比較的遅 い 時期に 起 こ っ て い るよ うで
ある ･ La ng らは グ リオ ー マ 65例の 分子生物学的検討 に よ り ,
悪 性化 へ の 3 つ の 経路 を 捷唱 し て い る18). 第 1 は進 行経路
(pr ogr e ssio npathw ay)で , もと もと p53遺伝子に 変異を持 っ て
い た もの が , もう 一 方の 17pL O Hを お こ した ため に 腫瘍化 し,
9p･13q ･19q の L O H を経て悪性化 し, 第10染色体 の LO H･E-
G F R遺伝子の 増幅 ･ M D M 2遺伝子の 増幅に よ っ て 最も悪性と
なる経路 で ある ･ 第 2は新経路(de nov opathw ay)で , p53遺
伝 子 ほ 正 常 で あ っ た が 第1 0染色体 ･1 9q ･17p･9p の L O Hや
E G F R遺伝子の 増幅を重ね て 行くう ち に 悪性化す るも の で あ
る ･ 第3 は別経路(alter n ate pathw ay) で , 前者 2経路以外 の
様 々 な L O Hに よ り悪性化す るもの で ある . こ の ように , 癌遺
伝子 の 増幅 ･ 癌抑制遺伝子の 異常 ･ 染色体 の 欠失と い っ た い く
つ か の 異常が 多段階に 作用 し ト 腫瘍 の 発生や 悪性化に 関与 して
い る と考え られ て い る . D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過
剰発現がもた ら した D N Aメ チ ル 化の 異常は , 先に 述 べ た よ う
に 遺伝子発現抑制や点突然変異 を引き起 こ し , 遺伝 子の 不 安定
性(ge n o mic in stability) を もた らす . グ リ オ ー マ の 初期の 生物
学的変化の 一 つ と して D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 発現
増加が存在 し, そ れ に よ る D N Aメ チ ル 化の 異常が 起 これ ば ,
こ の 変化ほ 以後続 い て 発生する様 々 な 遺伝子異常 の 原因若く は
誘因の 一 つ に な っ て い る可能性も十分あ る . そ して何 らか の 磯
序で D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ が さ ら に 増 加 す る と ,
D N Aメ チ ル 化の 異常 とそ れ に 伴う遺伝子異常が次 々 と 惹起 さ
れ ト 悪性度の 高い グ リオ ー マ へ と 変 化 して い く の か も しれ な
い
･ 例え ば培養細胞系 の 実験で NIH 3 T 3細胞 に D NA メ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ を 強制発現 さ せ る と 細胞 の ト ラ ン ス フ ォ ー
メ ー シ ョ ン が 誘導 され る こ とが 既 に 報告 され て い る 欄 . 通常 ほ
D N Aメ チ ル 化 の 維持 の み に 働 く D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ が過剰発現す る磯序 お よび過剰発現 した 結果 , 新 た に 異
常な メ チ ル 化を もた らす磯序の 解明ほ ト 腫瘍化 シ グナ ル の 一 端
の 解明でもあると 考え られ る .
本研究の 結果 , グリ オ ー マ に お い て も D N Aメ チ ル ト ラ ン ス
フ エ ラ ー ゼ が 過剰発現 してい る こ と が 明らか に な り, 本酵素が
グリオ ー マ の 多様な遺伝子異常 の 誘因と な っ て い る 可能性が 示
唆された . 培養細胞系 でほ , D N Aメ チ ル 化の 阻害剤である 5-
ア ザ シ チ ジ ン を投与 した り D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 遺
伝子に対す るア ン チ セ ン ス D N A を発現 させ る こ と に よ る腫瘍
抑制効果が認め られ て い る胡)49) . 細胞 分裂 の 起 こ ら な い 神経細
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胸で は D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ は必要な い と考え られ
るの で , グリオ ー マ に 対 し, D NA メ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
ア ン チ セ ン ス D N A やア ン チ セ ン ス D N A発現ベ ク タ ー を 局所
投与する こ とに よ っ て , 神経細胞 に ほ 影響 を及ぼすこ と なく ,
腫瘍細胞 を選択的に 抑制す る こ と が で きるか も しれな い . また
悪性度の 低 い グリ オ ー マ に 投与す る こ と に よ っ て ∴悪性化 を予
防す るこ とが でき るか も しれ な い ･ こ れ ら の 治療応用 ほ , 今
軋 動物実験で検証する必要がある . い ずれ に して も D N Aメ
チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 過剰発現と D N Aの メ チ ル 化の 異常
ほ , 個 々 の 癌抑制遺伝子の 発現抑制を 一 元的に 説明 で きるもの
の ひ と つ の 可 能性が あり今後の 研究が期待 され る .
結 論
グ リ オ ー マ に お け る D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
m RN Aの 発現 を , 定量的 R T-P C R法 およ び魁織内 ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ を用い て検討 した .
1 ･ 正 常脳 お よ び グ リ オ ー マ 摘 出組織全例 で , 29 6塩基対
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N A由来 の 増幅 D N A断片
を得た .
2 ･ D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ 叫 ゼ m R N Aの 発現量ほ 星状
細胞歴(gr ade Ⅱ) で は 正常脳の20倍か ら50倍∴遇形成性星状細
胞腫(gr ade Ⅲ) で ほ200倍か ら4500胤 膠芽塵(grade Ⅳ)で は
800倍か ら2000倍と 掛 こ悪性度の 高い もの で 過剰発現 が認め ら
れ た ･ 星状細胞腫を良性, 退形成性星状細胞歴お よ び膠芽腫を
悪性 と し て 比較す る と I D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
m R N Aの 発現量に 有為差を認め た .
3 ･ D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ m R N Aに 対 す る
R N A プロ ー ブを用 い た組織内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 結果 ,
定量結果 に 一 致 して悪性 の グ リ オ ー マ で 強陽性 の シ グ ナ ル を認
め た
.
以上 の 結果か ら , グリ オ ー マ で は D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ m R N A は良性の もの で も発現 して お り , ま た悪性の も
の で過剰発現 して い る こ と が示 され た .
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Key w ords glio m a, D NA m ethyltransfbrase, CpG m ethylation ･quantitative RT- PCR,in situ hymidization
To characterize o ne ofthe ge netic eve nts u nderlying thedevelopment ofastro cytlC t u m Or, the relationship betw ee nthe
grade of astr o cytlC tu m Or and the e xpre ssion of D N Am e thyltra nsfera s ege ne w as exa min ed. T hele v els of D NA
m ethyltransftrasemRNA w ere studiedby qu antifyingge ne expresionin s m allsa mples of RNA,in su rglC alspecim e ns of12
aStrO Cytictu m ors(fo urastro cyto m as, Six an aplastic astr ocyto m as andtw o glioblasto m as), fbur glio m a cell lin es and two
nOrm albrain tissu es･ In co mpariso n to norm albrain tiss ues, thele vels of DN Am ethyltransftrase mRN Aw ere16- tO55-fbld
higherin lo wgrade astrocyto m as, Signific a ntly(80- t O45 0-fold incre a s edin high gr ade astro cyto m a s(an aplastic
aStrO CytOm aS a nd glioblasto m as)a nd strikingly(m ore than450-fold)incre ased in glio m a ce111ines･ Usingin situ
hybri dizat血 withpara岱 n-e mbedded surgic alspecime ns of hu m an astro cytictu m ors, DNA m ethyltran Sfbrase niR N Aw as
abundandy expressed in high grade asB ocyto m as･ T hus, itw asde m o nsuated that D NA m ethyltran Sfbras egene n otonly
e XPreSSed inlo wgrade astrocyto m asbut also e xpressed prominentlyin anaplastic astr ∝ytm OS andglioblasto m as. m ese
prOmine nte xpressio ns of D NA m ethyltransfbra s egen e may alterD N Am ethylatio npatte m s andplay ar olein thege netic
instabilityofhum an aStr ∝ytlCtum OrS.
